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(54) ntle: METHOD FOR THE MASS SPECIROMETRIC SEQUENCING OF BIOPOLYMERS 
(54) Bezeichnung: VERFAHRD^ ZUR MASSENSPEKTOOMETRISCHEN SEQUENZDBRUNG VON BIOPOLYMEREN 
(57) Abstract 

i.nathJ!f ^^^^^ a new mediod for sequencing biopolymere by mass spectrometry. ITie sequencing of biopolymers is cither 

iTLir^n?^^^^^ ^l^J^&^^^^^ >-hich is difficult, especially in the case of long poljm^. m S 

of hydrolysis of phosphodiester -pcpUde or -glycoside bonds widi exo/endonucleases. -peptidases, -glycosidascs or other hydrolytically 
act ng substances isused in Ae inventive method for the sequence analysis of nucleic acid^ or other biopolymers. Separation and deS 
of nfS ? ^1!°^ f^"^ spectrometry by determining the mass and the different peak intensities. The main advantage 

uJa ^"^^ detemunation of the mass is no longer necessaiy. and also that low-iesolution mass spectrometers can be 

n,,rtv f P^^°" ?f fragments is extremely rapid, as there is no electrophoresis and the sequence of modified 
nucleic acids can be determined A further advantage is that unmarked nucleic acids can be used and no radioactivity hneed. Hie method 
«f.r^;^^^ f !! "^'^ \ simultaneous sequence analysis of various nucleic acids, which increases sequencing speed. The method 
in „tvt.n! Zt!^ J!i f organisms (fingeiprint. footprint), whereby the finger and footprints are more precise than 

In^llZr^^^^^ T '^"'^f'^f ^^"^"^^^''^ ' Phophodiester bond, whereas hitherto known methods 

could detect onty a marked fragment. Fmally. the method can contribute to elucidation of the secondaiy structure of nucleic acids by 

ex^JKS'anT^^^^ "^""'"^ " ^^^"'^^ detennination of odier biopolymers. like, for 



(57) ZusaminenflBssung 



Biopolymeren ist ennvedw langwieng oder bcndtigt cine gcnaue Massenbestimmung von Fragmenten. Dies ist vor allem totanee PolroiMC 
schweng. D.eGeschwmd.gkeitderHydmlysevonPhosphodiester-.Peptid-oderGlycosidbindungenmitExcW^^ 
-gb^oosidasen Oder anderen hydrolytisch wirkenden Substanzen winl in unserem Verfahren zur Sequenzanalyse von lStoffinX 
anderen B.opolymeien herangezogen. 'mennung und Detektion dereizcugten Fragmente erfolgt mit Masscnspetoometric dutch Bestimmmi^ 
Jo— Sr^rr h m"'" Vorteil der Meth^ liegt darin. daB keine S^^Smmu^S 

no^vendIg « und auch Massenspektrometer mit gennger Aufldsung veiwcndet werden kftnnen. Analyse und Ttennung der FraLente 
exojem schnell s.nd da «e e ekm,pho«sefrci sind und die Sequenz modifizierter NukleinsSurcn bestimmt ^Zcn^vScTvSc 
7^rJ T""'"*' N"''""''^'^" ^^S^'^' ^^^^ kennen und keine Radioaktivitat benMgt winl. Die M^Aode kL S 
kln^^ f/r^in*^"rT"^'' mehrerer NukleinsSuren panUleUsiert wenien. woduR* die Sequenzie^schwindigkcit stc^roKeSS 
kann we.tcrhm zur Erkennung und BesUmmung von Organismen herangezogen weiden (FingMprint. Footprint), wobei Finger- und FootoArt 
«';::rk™fS„^^^^ Es wendennachderHydrolyseeiner. I^^phljiSinduKidc S^llSS-" 
wfthrend herk&mmliche Verfahren nur em markiertes Fragment detektieren kfinnen. SchUei»ich kaim die Methode zm Aufkianine de^ 
J? Nuklemsauren m t Massenspekdiometrie beitnigen. Diese Prinzipien lassen sich auch aSfS^ S^ucS^ bz w 
Sekundarstnikturbesammung anderer Biopolymeie anwenden, wie z.B. Peptide und Oligosaccharide. 
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Verfahren zur massenspektrometrischen Sequenzierung von Biopolymeren 



Beschreibung 

Die zunehmenden Aktivitaten in der Forschung von Nukleinsauren. besonders von 
Ribonukleinsauren sowie von Peptiden und Oligosacchariden in den letzten Jahren. 
erfordern eine schnelle Standard-Sequenziermethcde. die auch Modifikationen 
detektieren kann. Bisherige Methoden fiir die Sequenzierung von RNA beruhen auf 

zweidinnensionalenchromatographischenMethoden'\Maxam-Gilbert-Sequenzie- 
rung* ' Oder Reverse TranskriptaseSangerSequenzierung" '. NeuereEntwickiungen 
benutzen Massenspektrometrie zur Primarstrukturbestimmung'". Eine Reihe von 
Arbeiten in den letzten Jahren haben sich mit dem physikalischen Abbau von 
Oligonukleotiden beschaftigt, wie z. B. Tandem Massenspektrometrie mit 
Elektrospray lonisierung. ESI (CID, collision induced dissociation)" ' ^ enzymati- 
sche Reaktionen unter Verwendung von Exonukleasen'" '" oder Oligonukleotid- 
Aufbau mit Polymerasen'^'^ ^nd physikalische spontane Fragmentierung wie 
"nozzle skimmer dissociation" (NS) von ESI generierten Nukleinsaure lonen'' '^ 
Oder spontane Dissoziation der Nukleinsauren nach infrarot-Laser BeschuB einer 
in einer Matrix kristallisierten Probe'" ". Diese Methoden versagen aber bei der 
Sequenzierung von RNA, da die Nukleotide Uridin (U, 306, 17» und Cytidin (C, 
305,18) fast gleiche Massen besitzen. Deshalb wurde argumentiert, da(S die 
Sequenzierung von RNA durch Exonuklease Abbau (Verdau) und Detektion der 
erhaltenen Fragmente mit Massenspektrometrie nicht moglich sei'^. 

Wir beschreiben hier eine Methode. mit der man RNA durch Exonukleaseverdau, 
Trennung und Detektion der erzeugten Fragmente mit Massenspektrometrie, 
sequenzieren kann. Die Methode kann besonders nutzlich sein fur die Primar- 
strukturbestimmug von RNA (oder auch DNA), die langer ais 20 Basen ist oder 
modifizierten Nukleinsauren, da die Auflosung von Massenspektrometern ein 
limitierender Faktor fiir die Sequenzanalyse langerer Nukleinsaurefragmente 
darsteilt. Sie kann auch wertvoll bei der Bestimmung der Sekundarstruktur von 
Nukleinsauren sein. Die Nukleinsaurefragmente werden durch unterschiedliche 
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Massen, der beim Verdau von Exonukleasen (vornehmlich 5'-3'-Exonuklease aus 
Kalbsmilz und 3'-^5'-Exonuklease aus Schlangengift von crotalus durissus) 
austretenden Nukleotide, massenspektrometrisch bestimmt. U und C werden aber 
durch unterschiedliche Peakintensitaten im Massenspektrum erkannt. Die 
5 Unterschiede in den Peakintensitaten werden durch unterschiedliche Geschwindig- 

keiten bei der Hydrolyse der Phosphodieseterbindungen durch das Enzym 
hervorgerufen. Dadurch werden Fragmente, die am 5'-Ende ein C enthalten durch 
S'-'S'-Phosphodiesterase weniger schnell abgebaut und liegen deshalb in viel 
groSeren Konzentrationen vor als z.B. 5'-U enthaltende Fragmente. Die gleiche 
10 Beobachtung wird auch fur 5'-A-Fragmente gemacht. Adenosin ist jedoch auch 

durch seine Masse von den anderen Nukleotiden leicht zu unterscheiden. Es ist 
moglich mehrere Nukleinsauren gleichzeitig dieser Enzymkinetik zu unterwerfen, 
urn die Sequenziergeschwindigkeit zu erhohen. Auch der Einsatz von basen- 
spezifischen Exo-/EndonukIeasen kann zur Sequenzanalyse und zur schnellen 
15 Erkennung und Bestimmung von Organismen, z. B. Viren herangezogen werden, 

deren RNA oder DNA einem "Fingerprinting" (Verdau von RNA oder DNA mit Exo- 
/Endonukleasen, die nicht an jedem Nukleotid basenspezifisch schneiden) oder 
"Footprinting" (Verdau von RNA oder DNA, die mit Nukleinsaure fremden 
Molekulen wechselwirken und der Hydrolyse mit Exo-ZEndonukleasen ausgesetzt 
20 werden) unterworfen wird. Die Trennung und Detektion der erzeugten Fragmente 

durch Massenspektrometrie kann so z.B. zur Pravention von Seuchen oder zur 
Bestimmung von Organismen und biologischen Waffen eingesetzt werden. Finger- 
und Footprint sind genauer als bisherige Methoden: Es werden nach der Hydrolyse 
einer Phosphodiesterbindung beide Spaltfragmente detektiert, wahrend herkomm- 
25 liche Verfahren nur das markierte Fragment detektieren konnen. Eine Sekundar- 

strukturvorhersage von Nukleinsauren ist schlieBlich dadurch moglich, daB die 
Enzyme oft bevorzugt an einzelstrangigen, linearen Bereichen schneiden. Somit 
konnen Domanen, Sekundar- und Tertiarstrukturen wie z. B. 'Hairpins' oder 
'internal loops' an ihren doppelstrangigen Bereichen erkannt werden. 



30 



Diese Prinzipien lessen sich auch auf die Sequenzierung bzw. Sekundarstrukturbe- 
stlmmung anderer Biopolymere anwenden, wie z.B. Peptide und Oligosaccharide. 
Die Methode ist sowohl mit MALDI als auch mit DE-MALDI^^ " durchfiihrbar. 



35 
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Beispiele 

Beispiel 1 : Sequenzierung eines Smers mit 5'-*3' Phosphodiesterase und Isiehe 
Fig/I) 

Sequenzierung eines Smers mit mit RNase CL3 (siehe Fig. 2) 

Tabelle 1: Massen und Sequenzen (5'-^3'Rjchtung) der Sequenzierfragmente 
eines Smers, die durch enzymatischen Verdau erzeugt wurden 

a) mit 5'-*3' Phosphodiesterase (aus Kalbsmilz) 



Peak 


Sequenz 


Masse 
[Da] 


Massendifferenzen (Da] 
(Peak x-Peak (x+ 1)) 


1 


CAUGUGAC 


2S03.7 




2 


AUGUGAC 


2199.1 


304,6 


3 


UGUGAC 


1871,1 


328.0 


4 


GUGAC 


1565,9 


305,2 


5 


UGAC 


1221.3 


344,6 


6 


GAC 


915.3 


306,0 


7 


AC 


571.1 


344.2 



b) mit RNase CL3 (aus Huhnerleber) 



Peak 


Sequenz 


Masse 


Massendifferenzen (Dal 






[Da] 


(Peak x-Peak (x+ 1)) 


2 


AUGUGAC 


2199,8 


/ 
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Experimentelies: 

Fur alle Beispiele der massenspektrometrischen RNA Sequenzierungen gilt, falls 
nicht anders angegeben: Linear kontinuierliche MALDI-TOF Massenspektrometrie 
wurde mit einem Fisons VG TOF spec Massenspektrometer (8mer. 9mere RNA 
und DNA, 16mer, 22mer, 120mer) und DE-MALDI-TOF Messungen mit einem 
PerSeptive Biosystems Voyager Massenspektrometer (16mer) durchgefuhrt, die 
einen UV Stickstofflaser mit einer Emissionsfrequenz von 337nm enthaiten. Die 
Laser Pulsbreite ist 4 ns. Die Spektren wurden im negativ Modus aufgenommen 
mit Ausnahme des 16mers und des 32 mers. Diese wurden im positiv Modus 
gemessen. 2.4,6-Trihydroxyacetophenon/Ammoniumcitrat wurde in alien 
Sequenzierexperimenten als Matrix verwendet. Herstellung der Matrix: Losung 1 
(2,4,6-Trihydroxyacetophenon gesattigt in EthanoliWasser, 1:1) und Losung 2 
(0,1 M Ammoniumcitratin Wasser - pH 5,5) werden im Verhaltnis 2:1 gemischt. 
Enzyme wurden von Boehringer Mannheim bezogen: 5'^3' Phosphodiesterase aus 
Kalbsmilz: Das Enzym greift das Oiigonukleotid am 5'-Ende an und hinterlasst 3' 
Nukleotide. 3'-*5' Phosphodiesterase auscrotalus durissus: Das Enzym greift das 
Oiigonukleotid am 3'-Ende an und hinterlasst 5' Nukleotide. RNase CL3 aus 
Huhnerleber: Das Enzym spaltet RNA bevorzugt an Cp/N-Bindungen und produziert 
Fragmente mit 3' endstandigem Cytidinphosphat. Ap/N- und Gp/N-Bindungen 
werden vie! langsamer hydrolysiert, Up/N-Bindungen sehr selten. RNase 
CL3/Pufferl6sung (denaturierend): 2/il RNase CL3 IO,2U//yl) + 6 /yl 8 M Harnstoff 
in Wasser resultieren in 8 pi 50 mUZ/il Enzymlosung. 3'-5'-Phosphodiester- 
ase/Pufferlosung: 2 jj\ (4 mU///l) 3'-*5'-Phosphodiesterase + 18 /yl 0.1 M 
Ammoniumcitrat, pH 5,5 resultieren in 20 /yl 0.2 mU//yl Enzymlosung. Sequenzen 
der untersuchten RNA-Stucke waren wie folgt: 
8mer: 5'-HO-CAUGUGAC-OH-3'; 
9mer (RNA): 5'-HO-GCAUGUGAC-OH-3'; 
9mer (DNA): 5'-HO-GTCACATGC-OH-3'; 
16mer: 5'-HO-GCGUACAUCUUCCCCU-OH-3'; 

22mer: 5'-HO-GCUCUUUUCU*UUUUUCUUUUCC-OH-3'; (U* = ^^C markiertes 
Uridin an alien fiinf Kohlenstoffatomen des Zuckerbausteins); 
120mer(5s-ribosomaleRNA):5'-pUGCCUGGCGGCCGUAGCGCGGUGGUCCCAC 
CUGACCCCAUGCCGAACUCAGAAGUGAAACGCCGUAGCGCCGAUGGUAGUG 
UGGGGUCUCCCCAUGCGAGAGUAGGGAACUGCCAGGCAU-OH-3'. 

In alien Experimenten wurden Proben von je VI nach einer Inkubationszeit von 1 , 
3, 6, 10, 20 und 60 Minuten genommen (es sind meist nicht alle Spektren 



ERSATZBUTT(RE6EL26) 



wo 98/45700 



PCT/DE98/01016 



- 5 - 



gezeigt). Die Proben wurden mit der Matrix im Verhaltnis 1:1 gemischt, auf die 
Probenplatte des Spektrometers pipettiert und ca. 20 Minuten an der Luft 
getrocknet. Die Trocknungs- und Kristallisationszeit kann durch vorsichtiges 
Anfonen verkurzt werden. Der enzymatische Verdau stoppt, wenn die Proben mit 
der Matrix vermischt werden. 

RNA 8mer (0,1 OD) 9,0 //I 

5'-*3'-Phosphodiesterase <24mU) 6,0 ^\ 



15,0 //I 



Inkubationstemperatur: 22°C 
Inkubationszeit: 6 Minuten 

RNA 8mer (0^ OD) 9,0 /yl 

RNase CL3/Pufferl6sung (400 nnU; denaturierend) 8,0 //I 



17,0 //I 



Inkubationstemperatur: 50 °C 

Inkubationszeit: 10 Minuten 



BeisDtel 2: Sequenzierung eines 16mers mit 5'-^3' Phosphodiesterase (siehe 
Fig. 3) 

Sequenzierung eines 16mers mit 3'-*5' Phosphodiesterase (siehe 
Fig. 4) 

Tabelle 2: Massen und Sequenzen (5'-»3'Richtung) der Sequenzierfragmente 
eines 1 6 mers (aufgenommen mit DE-MALDI) 
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a) mit 5'-*3' Phosphodiesterase (aus Kalbsmilz) 



Peak 


Sequenz 


Masse 


Masse 


Massendifferenzen (Da) 






berechnet 


gefunden 


(Peak x-Peak (x+ 1)} 






(Da] 


lOa] 




1 


GCGUACAUtUUCCCCU 


4954, 0 


4954,2 




2 


CGUACAUCUUCCCCU 


4608,8 


4609,1 


345,1 






4303,6 


4304,0 


305,1 


4 


UACAUCUUCCCCU 


3958,4 


3959,2 


344,8 


5 


ACAUCUUCCCCU 


3652,2 


3652.7 


306,5 


6 


CAUCUUCCCCU 


3323,0 


3323,6 


329,1 


7 


AUCUUCCCCU 


3017,8 


3018,6 


305.0 


8 


ucuuccccu 


2688,6 


2689,1 


329,5 


9 


cuuccccu 


2382,4 


2383,0 


306,1 


10 


uuccccu 


2077,2 


2077,7 


305,3 


1 1 


uccccu 


1771.0 


1771.9 


305.8 


12 


ccccu 


1464,8 


1465,7 


306.2 


13 


cccu 


1159,6 


1160,2 


305,5 


14 


ecu 


854,4 


855,5 


304,7 
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b) 



mit 3'-»5' Phosphodiesterase (aus crotalus durissus) 



Peak 


Sequenz 


Masse 


Masse 


Massendifferenzen 






berechnet 


gefunden 


IDaJ 






[Dal 


(Da] 


(Peak x-Peak (x+ 1)) 


1 


GCGUACAUCUUCCCCU 


4d54,d 


4^54 i 




2 


GCGUACAUCUUCCCC 


4647,8 


4648,5 


305.7 


3 


GCGUACAUCUUCCC 


4342,6 


4343,7 


304,8 


4 


GCGUACAUCUUCC 


4037,4 


4038,6 


305,1 


5 


GCGUACAUCUUC 


3732.2 


3733,4 


305,2 


6 


GCGUACAUCUU 


3427,0 


3427,9 


305.5 


7 


GCGUACAUCU 


3120,8 


3122,2 


305.7 


8 


GCGUACAUC 


2814,6 


2815,7 


306,5 


9 


GCGUACAU 


2509,4 


2510,4 


305,3 


10 


GCGUACA 


2203.2 


2204,4 


306.0 


11 


GCGUAC 


1874,0 


1874,9 


329,5 



Experimentelles: 



RNA 16mer (0,1 OD) 

5 '-*3 '-Phosphodiesterase (24mU) 



15.2 //I 
6,0 fj\ 



Inkubationstemperatur: 



22«>C 



21,2/71 



RNA 16mer(0,1 OD) 15,2 //I 

3'-»5'-Phosphodiesterase/Pufferl6sung (0,6 mU) 3,0 //I 



Inkubationstemperatur: 



40°C 



18,2 //I 
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Bgispiel 3: Sequenzierung eines 22mers mit 5'-3' Phosphodiesterase (siehe 
Fig. 5) 

Sequenzierung eines 22mers mit 3'-5' Phosphodiesterase (siehe 
5 Fig. 6) 

Tabelle 3: Massen und Sequenzen (5'-3' Richtung) der Sequenzierfragmente 
eines 22mers 
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Experimentelles: 

RNA 22mer (0,1 OD) 9,0 p\ 

5'-3'-Phosphodiesterase (24mU) 6,0 a/I 



I 15,0 //I 

Inkubationstemperatur: 22 °C 



RNA 22mer (0,1 OD) 9,0 //I 

3'-»5'-Phosphodiesterase/Pufferl6sung (0,6 mU) 3,0 fj\ 



15 Z 12,0/yl 

Inkubationstemperatur: 40°C 



20 Beispiel 4: Simultane Sequenzierung von zwei Oligoribonukleotiden (Smer und 

22mer; siehe Fig. 7) 



25 



BezCiglich Massen und Sequenzen der Sequenzierfragmente siehe 
Tabellen la und 3a. 



Experimentelles: 



RNA 22mer (0,1 OD) 9,0 /;! 

30 RNA 8mer(0.1 OD) 9.0 //I 

5'-3'-Phosphodiesterase (20mU) 5,0 //I 



35 Inkubationstemperatur: 22 °C 

Inkubationszeit: 20 Minuten 



23,0 //I 
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Beispiel 5: Fingerprint einer 5s-ribosomalen RNA (120mer) mit RNase CL3 
(siehe Fig. 8) 



Experimentelles: 

RNA 120mer (1 OD) 10,0 //I 

RNase CL3/Pufferl6sung (400 mU; denaturierend) 8,0 ^\ 



10 2 18,0 //I 

Inkubationstemperatur: 50**C 
Inkubationszeit: 1 5 Minuten 

15 

Beispiel 6: Sequenzierung eines 16mer Oligoribonukleotids (Fingerprint) mit 
RNase CL3 (Sequenz aus Tabelle 2; 
siehe Fig. 9) 

20 

Experimentelles: 

RNA 16mer (0,1 OD) 9,0 /yl 

25 RNase CL3/Pufferl6sung (100 mU; denaturierend) 15,2 /yl 



24,2 jj\ 



Inkubationstemperatur: 50 ° C 

30 Inkubationszeit: 1 Minute 
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Beispiel 7: Simultansequenzierung zweier 9mere (DNA und RNA; siehe 
Fig. 10) 



5 Tabelle 4: Fragmente und Massen des Verdaus eines RNA 9mers (5'-H0- 

GCAUGUGAC-OH-3') mit 3 '-♦S '-Phosphodiesterase (aus crotalus 
durissus) 



Peak 


Sequenz 


Masse 


Masse 


Massendifferenzen 






(berechnet) 


(gefunden) 


(Dal 






IDal 


(Da) 


(Peak x-Peak (x + 1)) 


1 


gCauGugac 


2854,8 


2855,2 


/ 


2 


GCAUGUGA 


2549,6 


2549,2 


306,0 


3 


GCAUGUG 


2220,4 


2220,4 


328.8 


4 


GCAUGU 


1875.2 


1875.0 


345.4 


5 


GCAUG 


1569.0 


1568.8 


306.2 


6 


GCAU 


1223,8 


1223.4 


345,4 


7 


GCA 


917.6 


917,2 


306.2 



20 Tabelle 5: Fragmente und Massen des Verdaus eines DNA 9mers (5'-H0- 

d(GTCACATGC)-0H-3') mit 3'-5'-Phosphodiesterase (aus crotalus 
durissus) 



Peak 


Sequenz 


Masse 


Masse 


Massendifferenzen 






(berechnet) 


(gefunden) 


[Da] 






(Dal 


{Dal 


(Peak x-Peak (x + 1)) 


1 


d(GTCACATGC) 


2698.8 


2699,8 


/ 


2 


d(GTCACATG) 


2409.6 


2410,1 


289,7 


3 


d(GTCACAT) 


2080.4 


2080,4 


329,6 


4 


d(GTCACA) 


1776,2 


1776,6 


303,8 


5 


d(GTCAC) 


1463,0 


1462,9 


313,7 


6 


d(GTCA) 


1173,8 


1 173,4 


289,5 
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Tabelle 6: DNA-Abgangsgruppen: 



dG 


dA 


dC 


T 


329,20 


313,20 




289,18 


304.20 


Tabelle 7: RNA-Abgangsgruppen: 






G 


A 




C 


U 


345,20 


329,20 


305,18 


306,17 



Experimentelles: 

RNA (0,1 OD) 12,5/y| 
DNA (0,1 OD) 2,3 /yl 

3'-*5'-Phosphodiesterase/Pufferl6sung (2mU) 10,0 /y| 



^ 24,8 jjl 

Inkubationstemperatur: 40 ®C 



Im folgenden warden die Vorteile der Methode nochmals aufgefuhrt: 

- Das Verfahren arbeitet elektrophoresefrei und ist damit sehr schnell. 

- Es wird kein zusatzlicher Marker zur Detektion benotigt auch keine Radio- 
aktivitat. Damit entfallen alle Markierungsschritte. 

- Das Verfahren nutzt nicht nur die Bestimmung der Masse zur Dateninterpreta- 
tion, sondern auch die Peakintensitaten. Damit sind auch Spektrometer mit 
geringer Auflosung, die auch leicht bedienbar sind, einsetzbar und das 
Verfahren wird kostengiinstig. 
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Es ist keine genaue Massenbestimmung notig. Deshalb konnen auch sehr lange 
Polymere sequenziert werden. 

Die Methode kann zur Sekundarstrukturvorhersage von Biopolymeren heran- 
gezogen werden. 

Das Verfahren kann zur Sequenzierung von modifizierten Bioploymeren dienen. 

Das Verfahren kann zur Bestimmung von Organismen dienen (Finger- 
print/Footprint). 

Die Methode ist automatisierbar und parailelisierbar. 
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PatentansprOche 

Wir beanspruchen: 

1 . Ein Verfahren zur Sequenzierung von Biopolymeren mit Massenspektrometrie , 
vornehmlich Ribonukleinsauren (RNA) oder Nukleinsauren (DNA) oder Peptiden 
Oder Oligosacchariden durch Verdau des zu untersuchenden RNA- oder DNA- 
oder Peptid- oder Oligosaccharid- Stranges mit spezifischen Exo- 
/Endonukleasen, -peptidasen, -carboxyesterasen, -amidasen oder 
-glycosidasen oder anderen sequenz- oder basenspezifisch spaltenden 
Verbindungen. wobei die Trennung und Detektion der erzeugten Fragmente 
einer Kinetik folgend durch Massenspektrometrie, vornehmlich MALDI, erfolgt 
und unterschiedliche Pea kintensitaten, hervorgerufen durch enzymatische oder 
chemische Hydrolyse der entsprechenden einzelnen Bindungen, in den 
Massenspektren zur Interpretation der Sequenzdaten herangezogen warden. 

2. Die Anwendung des Verfahrens nach Anspruch 1 zur Sequenzierung von 
modifizierter und unmodifizierter DNA, RNA, Peptide und Oligosaccharide. 
Modifikationen konnen bei Nukleosiden und Nukleotiden -verglichen mit 
Adenosin, Guanosin, Uridin, Cytidin und Thymidin bzw. deren Phosphate und 
Oligomere- Veranderungen an der Base, am Zucker oder an der 
Phosphatgruppe bzw. des Phosphatriickgrates betreffen, bei Peptiden 
Abweichungen der als '20 naturliche Aminosauren' bekannten Monomere von 
Ppetiden und bei Oligosacchariden den bekannten 'natiirlichen' Sacchariden. 

3. Die Verwendung von Enzymen oder anderen sequenz- oder basenspezifisch 
spaltenden Verbindungen, die bei der Hydrolyse von Bindungen 
unterschiedliche Geschwindigkiten aufweisen und zur Sequenzierung von 
Nukleinsauren (RNA/DNA), Peptiden oder Oligosacchariden in einem Verfahren 
■nach Anspruch 1 und 2 eingesetzt werden. 

4. Ein Verfahren zur simultanen Sequenzierung von mehreren Ribonukleinsauren 
(RNA), Nukleinsauren (DNA), Peptiden und Oligosacchariden nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, daB 

der Verdau des zu untersuchenden RNA-, DNA-, Peptid- oder Oligosaccharid- 
Stranges mit spezifischen Exo-/Endonukleasen, -peptidasen, -amidasen, - 
carboxyesterasen oder Exo- und Endoglycosidasen oder anderen sequenz- 
oder basenspezifisch spaltenden Verbindungen gleichzeitig erfolgt, wobei die 
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Trennung und Detektion der erzeugten Fragmente einer Kinetik f olgend durch 
Massenspektrometrie, vornehmlich MALDI, erfolgt und unterschiedliche 
Peakintensitaten, hervorgerufen durch enzymatische oder chemische 
Hydrolyse der entsprechenden einzelnen Bindungen, in den Massenspektren 
5 2ur Interpretation der Sequenzdaten herangezogen warden. 

5. Ein Verfahren zur Sequenzierung von RNA, DNA, Peptiden und 
Oligosacchariden durch Verdau des zu untersuchenden Stranges mit 
spezifischen Endonukleasen, -peptidasen, -carboxyesterasen, -amidasen, 

''O Endoglycosidasen und anderen sequenz- oder basenspezifisch Endo- 

spaltenden Verbindungen, wobei die Trennung und Detektion der erzeugten 
Fragmente durch Massenspektrometrie, vornehmlich MALDI, erfolgt. 

6. Ein Verfahren zur Analyse und Bestimmung von Organismen nach Anspruch 1 . 
15 dadurch g e k e n n z e i c h n e t, daG 

deren RNA oder DNA einem "Fingerprinting" oder "Footprinting" unterworfen 
werden und die Trennung und Detektion der erzeugten Fragmente durch 
Massenspektrometrie, vornehmlich MALDI, erfolgt. 

20 7. Ein Verfahren zur Sekundarstrukturbestimmung von Nukleinsauren 

(DNA/RNA), Peptiden und Oligosacchariden durch Verdau der Biopolymeren 
mit Exo-/Endonukleasen, -peptidasen, -carboxyesterasen, -amidasen und 
-glycosidasen oder anderen sequenz- oder basenspezifisch spaltenden 
Verbindungen und Trennung und Detektion der erzeugten Fragmente mit 

25 Massenspektrometrie, vornehmlich MALDI, nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, dafS 

Sekundarstrukturbereiche (z.B. loops, doppelstrangige Bereiche) nur langsam 
Oder gar nicht bzw. sehr viel schneller von diesen Enzymen angegriffen 
werden. 

30 

8. Kombination der Verfahren nach Anspruch 1-7 zur Analyse von (Ribo-) 
Nukleinsauren, Peptiden und Oligosacchariden. 



35 
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(54) TiUe: METHOD FOR THE MASS SPECIROMETRIC SEQUENCING OF BIOPOLYMERS 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR MASSENSPEKTOOMETRISCHEN SEQUENZIERUNG VON BIOPOLYMEREN 

(57) Abstract 

The invention relates to a new method for sequencing biopolymers by mass spectrometry. The sequencing of biopolymers is cither 
lengthy or requires exact determination of the mass of the fragments, which is difficult, especially in the case of long polymers. The speed of 
hydrolysis of phosphodiestcr, -peptide or -glycoside bonds with exo/endonucleases, -peptidases, -glycosidases or other hydrolytically acting 
substances is used in the inventive method for the sequence analysis of nucleic acids or other biopolymers. Separation and detection of the 
fragments produced take place by mass spectrometry by determining the mass and the different peak intensities. The main advantage of the 
method is that an exact determination of the mass is no longer necessary, and also that low-resoJution mass spectrometers can be used. 
Furthermore, analysis and separation of fragments is extremely rapid, as tfiere is no electrophoresis and the sequence of modified nucleic 
acids can be determined. These principles can also be applied to sequencing or secondary structure determination of other biopolymers, like, 
for example, peptides and oligosaccharides. 



(57) Zusammenfassung 



Es wird cin ncucs Verfahren zur Sequcnzicning von Biopolymeren mil Massenspektromeiric bcschricben. Die Scquenzicrung von 
Biopolymercn ist entwedcr langwierig Oder benOtigt cine genaue Massenbcstimmung von Fragmcntcn. Dies ist vor allem fiir langc Polymcrc 
schwicrig. Die Geschwindigkcit der Hydrolyse von Phosphodiestcr-. Peptid- oder Glycosidbindungen mit ExoVEndonuklcascn, -peptidascn, 
-glycosidascn oder andcrcn hydrolytisch wirkcnden Substanzcn wird in unsercm Verfahren zur ScquenzanaJysc von NuklcinsSurcn oder 
andercn Biopolymeren herangezogen. Trcnnung und Detektion der crzcugten Fragmentc crfolgi mit Massenspektromeiric durch Bestimmung 
der Masse und unierschicdlichen Peakintensiifiten. Der primfire Voncil der Methode liegt darin, daO keine exakte Masscnbestimmung mehr 
notwendig isi und auch Massenspcktrometer mit gcringer AuflOsung venvendet werden kOnnen, Analyse und Trcnnung der Fragmentc 
extrcm schnell sind. da sie elcktrophorcscfirei sind und die Sequenz modifizicrter Nuklcinsfturen bestimmt werden kann. Dicsc Prinzipicn 
lassen sich auch auf die Sequenzierung bzw. SekundSirstrukturbestimmung anderer Biopolymere anwenden, wie z.B. Peptide und 
Oligosaccharide. 
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